Effect of Decrystallization of Cellulose on Adsorbing Cellulase by 张景强 et al.
第 36 卷第 1 期
2016 年 2 月
林 产 化 学 与 工 业
Chemistry and Industry of Forest Products
Vol． 36 No． 1
Feb． 2016
doi:10． 3969 / j． issn． 0253-2417． 2016． 01． 015
解结晶对纤维素吸附纤维素酶的影响
收稿日期:2014-12-30
基金项目:国家自然科学基金-广东自然科学基金联合基金重点项目(U0733001)
作者简介:张景强(1974— )，男，四川西昌人，副教授，博士，从事植物资源化学与农产品研究
* 通讯作者:林 鹿，教授，博士生导师，主要从事植物资源化学与生物技术领域研究工作;E-mail:lulin@ xmu． edu． cn。
Z HANG Jing-qiang
张景强1，李清春1，林 鹿2
*
(1．电子科技大学中山学院 化学与生物工程学院，广东 中山 528402;
2．厦门大学 能源学院，福建 厦门 361005)
摘 要: 为探讨解结晶处理提高酶水解效率的机理，对比研究了高结晶度的微晶纤维素(MCC)和
低结晶度的解结晶微晶纤维素(D-MCC)对纤维素酶的吸附过程。结果发现:酶吸附平衡后，样品的
XPS和 FT-IＲ分析表明纤维素酶通过酶蛋白的氨基(—NH2)与纤维素分子链上的羟基(—OH)之间
以氢键(C—OH…NH)力吸附在 MCC上;相同条件下得到的 MCC和 D-MCC吸附率曲线的差异表明，底物结构的改善比
提高温度更能提高酶吸附率;比较纤维素酶对 MCC和 D-MCC在 35 ℃下的吸附动力学可知，通过降低底物的结晶度可
促进酶吸附，刚性结构的 MCC更满足准一级动力学的假设，D-MCC表面结构相对松散，其吸附过程需进一步分析，以得
到更适合的动力学方程。
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Abstract:The cellulase adsorbed and formed enzyme-substrate(ES) compound is a key step in the process of enzymatic
hydrolysis． Through the comparison of cellulase adsorbed on two substrates:microcrystalline cellulose(MCC)with high degree of
crystallinity and decrystallization microcrystalline cellulose(D-MCC)with low degree of crystallinity，it was found that，in the
XPS wide scan patterns of adsorption equilibrium MCC，a new absorption peak of nitrogen element(399． 06 eV)was observed． The
fitting method is adopted to treat the strong peak of XPS-O1s，and the binding energy of this new peak was only 530． 53 eV． In the
infrared absorption range of 3050 － 3550 cm －1，the absorption intensity of OH group decreased with extending adsorption time on
cellulose． The above results proved that new hydrogen bonds (C—OH…NH)between the protein amino(—NH2)and cellulose
molecule chain(—OH)were generated during the cellulose adsorption process． From the comparison of the adsorption rate curves
between MCC and D-MCC，the decrystallization method to improve cellulase adsorption was more effective than enhancing the
temperature． From the comparison of adsorption kinetics between MCC and D-MCC at 35℃，it was indicated that a reduction of
cellulose crystallinity was positive for adsorption rate． MCC with rigid surface was fit for the first-order kinetic hypothesis． D-MCC
with flexible surface was not suitable for the first-order kinetic． A more suitable kinetic hypothesis should be investigated in the
future．
Key words:cellulase;microcrystalline cellulose;decrystallization;adsorption
纤维素酶水解是一个固液多相反应［1］，首先酶转移到固体纤维素(底物)的表面，酶被底物吸附并
形成酶-底物(ES)复合物，之后底物开始水解，所产生的水溶性产物从底物表面转移到液相并进一步水
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解生成葡萄糖。其中，ES复合物的形成是纤维素酶水解反应的关键步骤，其形成过程一是取决于酶结
构，二是取决于底物结构，即底物的可及度。纤维素的化学结构是由 D-吡喃葡萄糖环彼此以 β-1，4-糖
苷键以 C1椅式构象联结而成的线形高分子化合物。对天然纤维素超分子结构的研究表明
［2－3］，纤维素
中大量的羟基基团形成了数目庞大的氢键，这些氢键形成了致密的晶体结构，严重阻碍了化学试剂或生
物酶与纤维素表面的有效接触和作用，这已成为纤维素开发利用的最大障碍。本研究以解结晶方法处
理微晶纤维素，对比探讨了不同结晶度的纤维素与纤维素酶吸附过程的差异，为进一步研究纤维素高效
酶解机理打下基础。
1 实 验
1． 1 材料与仪器
纤维素酶 EC3． 2． 1． 4，来源于黑曲霉(Aspergillus niger)，上海伯奥生物科技有限公司，酶活单位定义
为［4］:1 mg酶 1 min 产生 1 μg 还原糖(以葡萄糖计)为 1U，测试条件为 pH 值 4． 8 柠檬酸盐缓冲液，
50 ℃下反应 30 min;该酶的滤纸酶活为 1． 163U。
微晶纤维素(MCC)，上海恒信化学试剂有限公司;福玛(FUMA)恒温培养摇床，上海福玛实验设备
有限公司。
1． 2 解结晶纤维素(D-MCC)的制备
称取 5． 0 g的 MCC于 100 mL烧杯中，首先加入 5 mL 去离子水充分润湿，然后缓慢加入 50 mL 磷
酸(85%)，边加边搅拌，混合均匀后烧杯中磷酸的质量分数控制在 83． 03%。于 50 ℃的水浴锅中反应
6 h，立即加入 100 mL去离子水并剧烈搅拌，6 000 r /min离心 10 min，收集全部固体部分，先用无水乙醇
100 mL洗涤(5 次，每次 20 mL)，离心收集固体部分后再用去离子水充分洗涤，以氢氧化钠溶液中和至
pH值 7． 0 左右，最后用丙酮脱水，样品于 50 ℃下真空烘干，即得 D-MCC，备用。
1． 3 酶吸附底物实验
1． 3． 1 酶-底物(ES)复合物制备 在 50 mL 带塞锥形瓶中，先加入 3 g /L 的纤维素酶溶液 5 mL，再加
入 15 mL pH值 4． 8 浓度 0． 01 mol /L的柠檬酸钠缓冲液(酶溶液最终质量浓度为 0． 750 g /L)，然后将锥
形瓶放入培养摇床，恒温 35 ℃，再分别加入 0． 500 0 g的 MCC或 D-MCC粉末样品，摇匀，在吸附 30 min
后，10 000 r /min离心 10 min，所得固体粉末样品于去离子水中浸泡 1 min后，低速离心 1 min(800 r /min)，
倾去上清液，样品于 35 ℃真空干燥，即得 ES复合物，备用。
1． 3． 2 酶对底物的吸附率 按 ES 复合物的制备，控制温度分别为 5、20 和 35 ℃，在吸附时间分别为
0、2、4、8、10、15、20、25、30、35、40、45 和 50 min 时，取出锥形瓶，10 000 r /min 离心 10 min，取上清液
检测酶溶液的质量浓度。纤维素酶在底物上的吸附率按以下公式计算:
ηa =
C0 － Ct
C0
× 100% (1)
式中:ηa—酶吸附率，%;C0—初始酶液质量浓度，g /L;Ct—t时间样品上清液中的酶液质量浓度，g /L。
上述酶溶液质量浓度采用紫外法［5］在 280 nm波长处检测。酶标准溶液的质量浓度分别为 0． 050、
0． 075、0． 100、0． 300、0． 500、0． 750、1． 000 和 1． 500 g /L，酶溶液质量浓度(C)与吸光度值(A)的线性方
程为:
A = 1． 000 9C + 0． 013 (2)
线性方程的相关系数(r)为 0． 999 5，具有高度的相关性。说明酶液质量浓度在 0． 050 ～1． 500 g /L
的范围内，与其吸光度值的关系严格符合朗伯-比尔定律。
1． 4 表征与分析
1． 4． 1 X射线衍射(XＲD)分析 在 D /max-ⅢA 型 X 射线衍射仪(日本理学电机工业株式会社)上进
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行。检测条件:Cu靶，电压 40 kV，电流 30 mA，波长 0． 154 2 nm，扫描速度 12(°)/min，扫描范围5°～50°。
结晶度(Xc)按下式计算:
Xc = Fc /(Fa + Fc)× 100% (3)
式中:Fc—XＲD图谱中结晶区的积分面积;Fa—XＲD图谱中非结晶区的积分面积。
1． 4． 2 傅里叶红外光谱(FT-IＲ)分析 在 NEXUS 红外光谱仪上进行。扫描范围:4000 ～400 cm －1;分
辨率 4 cm －1;取 2 mg 样品混合于 200 mg KBr粉末中，在压片机上压片，压力 10 MPa，时间 2 min。
1． 4． 3 X射线光电子能谱(XPS)分析 Thermo-VG Scientific公司生产的 ESCALAB 250，分析室工作时
的真空度为 2． 026 5 × 10 －4 kPa(打开 X射线源的情况下)。使用 X 光源:单色化的 Al Kα 源(Mono Al
Kα )，能量为 1 486． 6 eV，15 kV，功率 150 W，束斑大小为 500 μm。所得能谱图用 XPSPEAK4． 1 软件分
峰，进行高斯-洛伦兹混合拟和。
2 结果与讨论
2． 1 ES复合物的表征
2． 1． 1 XPS 分析 ES 复合物经 XPS 宽扫描分析，结果见图 1。由图 1 中可见，未吸附纤维素酶的
D-MCC仅有碳元素(C)与氧元素(O)出峰，二者以积分面积计算的摩尔分数分别为 65． 98%和 34． 02%;
吸附酶液的 ES 复合物的图谱上则出现了少量氮元素(N)，其结合能为 399． 06 eV，其摩尔分数为
2． 50%，另外碳元素摩尔分数为 66． 03%，氧元素摩尔分数为31． 47%;O /C比值由 0． 516 下降到 0． 477。
由此可知，少量蛋白酶分子吸附到纤维素样品上，由于酶蛋白分子中富含氨基(—NH2)，因而带入了氮
元素，这也证明了纤维素酶确实吸附到了纤维素表面。
图 2(a)为 D-MCC的 XPS-O1s图谱，图 2(b)为酶吸附 30 min所得 ES复合物的 XPS-O1s图谱。纤维
素中氧原子均与碳原子以 C—O连接，在能谱图中表现为一个大的 O1s峰。考虑到纤维素中的氧原子有
的参与了氢键的形成，有的存在于自由羟基中而未参与氢键的形成，二者化学键结合能存在微小差异。因
此，将 D-MCC样品的 XPS-O1s能谱图的大峰通过高斯-洛伦兹拟合为两个小峰［6－7］:O1s1(C—OH…O)与
O1s2(C—OH)，其摩尔分数与结合能分别为 70． 56%(531． 13 eV)和 29． 44%(531． 69 eV)。
图 1 D-MCC和 ES的 XPS宽扫描图谱
Fig． 1 XPS wide scan patterns of D-MCC
and ES compounds
图 2 吸附酶对 D-MCC的 XPS-O1s峰的影响
Fig． 2 Effects of enzyme absorption on the
XPS-O1s peak of D-MCC
图 2(b)中，酶吸附所得 ES复合物由于酶蛋白的氨基(—NH2)与纤维素分子链的羟基(—OH)形成
了新的氢键(C—OH…NH2)，将其 O1s峰分为 3 个小峰
［8－9］:O1s1、O1s2 和 O1s3(C—OH…NH2)，其摩
尔分数与结合能分别为 83． 60%(531． 05eV)、10． 46%(531． 69eV)和 5． 94%(530． 53eV)。可以看出，
由于氧负离子的吸引作用，C—OH…O 中 C—O 的结合能降低了 0． 56eV;而氮负离子的电负性要强于
氧，所以 C—OH…NH2 中 C—O的结合能降低更多，为 1． 16 eV。由此也证明，纤维素酶与纤维素样品
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确实发生了吸附作用，其作用力主要是氢键 C—OH…NH2 键。
2． 1． 2 XＲD分析 样品 XＲD分析结果见图 3，经公式(3)计算可知，MCC 的 Xc 为 92． 23%，以浓磷酸
解结晶处理 6 h后的微晶纤维素样品(D-MCC)的 Xc 为 53． 38%。
2． 1． 3 FT-IＲ分析 图 4 为吸附不同时间所得纤维素样品在 3050 ～3550 cm －1波数范围内的红外图谱，
这一范围的红外吸收峰对应了—OH基团强烈的伸缩振动以及纤维素分子内与分子间氢键的振动。
图 3 MCC(a)和 D-MCC(b)的 XＲD图谱 图 4 吸附时间对 D-MCC红外吸收强度的影响
Fig． 3 XＲD spectra of MCC(a)and D-MCC(b) Fig． 4 Effect of enzyme absorption time on FT-IＲ of D-MCC
由图 4 可见，D-MCC吸附酶 0、8、20、60 和100 min 后，3050 ～3550 cm －1波数范围对应的羟基红外吸
收强度呈缓慢下降趋势，说明随着酶吸附时间延长，纤维素酶分子中的吸附区蛋白不但吸附于纤维素表
面，而且随着吸附量的增加，以形成新的氢键(C—OH…NH2)的形式影响着原有的氢键(C—OH…
O)［10－11］，从而降低了纤维素分子在 3550 ～3050 cm －1处的振动强度。
2． 2 解结晶对酶吸附率的影响
Wyk［12］研究发现，60 ℃时酶吸附量远大于其它温度的，而酶活却最小，原因就是温度过高会使酶蛋
白失活。本课题组前期实验中发现酶吸附温度在 50 ℃左右时，酶水解就不可避免，为真实反映活性酶
蛋白的吸附状况，本研究将吸附温度设置在比较低的 5 ～40 ℃范围，分别为 5、20 和 35 ℃。图 5 为 MCC
和 D-MCC在不同温度下对纤维素酶的吸附率曲线。
图 5 纤维素酶在不同温度的吸附率曲线
Fig． 5 Absorption rate curves of cellulase at different temperatures
由图 5(a)可知，随着温度升高，酶在 MCC 上吸附量随之增加，35 ℃时酶吸附率是最大的，说明酶
吸附过程需要一定能量以加速酶蛋白分子的运动，并有助于酶蛋白与纤维素大分子之间形成新的某种
程度的化学键结合，例如形成 H2N…HO—C氢键。在 5、20 和 35 ℃时酶的吸附率曲线均呈现在开始阶
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段快速上升，之后增幅趋缓，然后逐渐接近一个吸附平衡的状态。平衡状态时，纤维素酶在高结晶度的
MCC上的吸附率都不大，35 ℃时也只有 30%左右。
图 5(b)中，质量浓度 0． 750 g /L的纤维素酶液在 3 种温度下，D-MCC在吸附的前 10 min 吸附量快
速增加，在 10 min左右就达到平衡状态。对比图 5(a)和(b)发现，D-MCC 达到平衡状态的时间远远低
于 MCC(40 min)。MCC在不同温度下，吸附率差异较大，而 D-MCC 的差距则不大，5 ℃时的最大吸附
率为 60%，20 ℃时为 66%，35 ℃时为 72%，说明通过解结晶可显著降低吸附底物的刚性的结晶结构，
可大大提高底物对酶的吸附率，而且其对提高酶吸附率的贡献超过了温度对酶吸附的促进作用。3 种
温度下达到吸附平衡时，5 ℃时 D-MCC 的酶吸附率是 MCC 的 4． 62 倍，20 ℃时是 3 倍，35 ℃时是 2． 4
倍。解结晶后纤维素结构松散，葡萄糖环上的羟基随机裸露，有利于蛋白酶与其形成 OH…NH2 键，酶
的吸附率有较大提高，因此，解结晶可以通过促进酶吸附率，提高酶后续作用于纤维素链 β-糖苷键的效
率，从而大大提高还原糖的得率，进而促进生物化工的下游产业，如发酵制备生物乙醇或者制备糠醛、乙
酰丙酸等高附加值产品［13－14］。这与陈洪章等［15］研究发现纤维素对纤维素酶的可及性是决定水解起始
速率的关键因素是一致的。
2． 3 酶吸附动力学
假设酶蛋白与纤维素的吸附作用力主要是酶蛋白分子上的氨基(—NH2)与纤维素分子链上的羟基
(—OH)之间形成的氢键(H2N…OH)力;由于该氢键(H2N…OH)的键能较低(平均约 29 kJ /mol)，新形
成的键并不稳定，处于结合与断裂的动态平衡状态，这也就是酶的吸附与解吸附的动态过程。因此，酶
蛋白吸附于纤维素的动力学过程可以描述为:
(酶)E—NH2 + Cel—OH(纤维素)E—H2N…OH—Cel(ES复合物)
当底物纤维素浓度远远大于体系中酶液浓度时，酶吸附过程可以假设为自由态酶与吸附态酶的相
互转化过程，吸附态酶的量就是初始酶量与吸附平衡后自由态酶量的差值。因此，酶与纤维素的吸附过
程可以看作是准一级反应，其动力学方程为:
ln(1 － qt /qe)= － Ka·t (4)
式中:qt—t时间时的吸附量;qe—平衡吸附量。
qt /qe 为酶吸附率，将式(2)代入公式(4)，可得:
ln(1 － ηa)= － Ka·t (5)
ln(1 /(1 － ηa))= Ka·t (6)
图 6 纤维素对酶吸附的数学模型(35 ℃)
Fig． 6 Absorption rate mathematical modeling
of absorbed enzyme on cellulose(35 ℃)
将纤维素酶在 35 ℃时对 MCC和 D-MCC的吸附率与时间的关系分别按照公式(6)作图，得到图 6，
拟合曲线的斜率即为 Ka，在 35 ℃时 MCC和 D-MCC的 Ka 分别为 0． 012 0 和 0． 023 9 min
－1。
D-MCC的 Ka大于 MCC，说明解结晶后随着结晶纤维素
转化为无定形纤维素的量的增加，MCC 原有的致密结构被破
坏，以无定形纤维素为主要成分的 D-MCC 结构松弛，纤维素
长分子链大多处于随机排列状态，弯曲折叠，大大提高了整个
纤维素的表面积，增加了纤维素酶蛋白分子与之接触、吸附的
机会，促进了酶与底物的充分接触。
图 7 是 MCC和 D-MCC在 35 ℃时，对酶吸附率的实验值
与理论计算值的对比。由图 7(a)可看出，MCC的实验值与理
论计算值吻合较好，相关系数为 0． 975 5，说明酶对高结晶度
的 MCC的吸附过程是准一级的动力学过程，而由图 7(b)可
看出 D-MCC 的实验值与理论计算值吻合度一般(r =
0． 852 3)。说明解结晶后 D-MCC 与 MCC 结构有较大差异，
低结晶度的 D-MCC表面原有的光滑的刚性晶体结构被相对
粗糙的柔性结构取代，酶蛋白可以通过静电吸附作用吸附在
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图 7 纤维素酶吸附率的实验与理论计算曲线(35 ℃)
F ig． 7 Experimental and mathematical absorption rate curves of enzyme absorbed on cellulose(35 ℃)
其表面，而不一定通过形成新的氢键来吸附;另一方面 D-MCC在溶液中有一定溶解性，吸附过程中底物
浓度不恒定，有一定波动。因此，相对柔性的 D-MCC 与刚性的 MCC 的酶吸附过程不完全一致，D-MCC
的酶吸附过程不完全满足推导吸附动力学方程的假设条件。
3 结 论
3． 1 酶吸附平衡后的微晶纤维素(MCC)的 XPS 宽扫描图谱中出现少量氮元素(399． 06 eV)，XPS-O1s
大峰拟合后多了一个结合能较低的小峰，结合能为 530． 53 eV;3050 ～3550 cm －1范围的红外吸收强度，随
着酶吸附时间小幅度降低。说明纤维素酶通过酶蛋白的氨基(—NH2)与纤维素分子链上的羟基
(—OH)之间以氢键(C—OH…NH2)力吸附在 MCC上。
3． 2 相同条件下得到的 MCC和解结晶微晶纤维素(D-MCC)吸附率曲线的差异表明，底物结构的改善
比提高温度更能提高酶吸附率。
3． 3 比较 MCC和 D-MCC对纤维素酶在 35 ℃下的吸附动力学，表明通过降低底物的结晶度可促进酶
吸附;刚性结构的 MCC更满足一级动力学的假设，D-MCC 表面结构相对松散，其吸附过程需进一步分
析，以得到更适合的动力学方程。
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大型精密仪器 准确分析结果
中国林业科学研究院林产化学工业研究所仪器分析中心
中国林业科学研究院林产化学工业研究所仪器分析中心是江苏省大型仪器协作共用及维修网成员
单位。以开展分析测试服务、分析测试技术与方法研究为主要任务。提供无机化合物分析、有机化合物
的定性和结构分析、有机化合物组成定量分析、固体粉末或乳液中颗粒的粒度分布测定、微孔物质的比
表面积和孔隙度测定等分析测试服务，承接所内外的样品测试任务。
美国Agilent 公司 7890A /5975C气质联用仪
美国Agilent 公司 LC /MSD Trap SL液质联用仪
美国PE 公司 OPTIMA 7000DV 电感耦合等离子体发射光
谱仪
美国 PE公司 ATD350 自动热脱附仪
美国 PE公司 Diamond DSC 差示扫描量热仪
美国 PE公司 PE－2400 元素分析仪
美国 Waters公司 1515 凝胶色谱仪
美国麦克仪器公司 ASAP 2020M 自动比表面积及物理吸
附分析仪
美国 TA公司 Q800 动态热机械分析仪
美国赛默飞世尔公司 MAＲS旋转流变仪
美国赛默飞世尔公司 iS10 红外光谱仪
美国赛默飞世尔公司 Delta V advantage同位素质谱仪
日本 Shimadzu公司 LC－20A液相色谱仪
日本日立公司 S3400N－Ⅰ型扫描电子显微镜
日本岛津公司 LCMS － IT － TOF 电喷雾－离子阱－飞行时
间质谱仪
日本岛津公司 SPM－9600 原子力显微镜
德国耐驰公司 QMS403 热质联用仪
德国耐驰公司 AＲC244 绝热加速量热仪
德国Kruss公司 DSA100 接触角测量仪
德国布鲁克公司 D8 X射线粉末多晶衍射仪
英国FTT公司 FTT2000 锥形量热仪
英国马尔文公司 Nano ZS 纳米粒度、Zeta电位和绝对分子
量分析仪
英国马尔文公司 Mastersizer 2000
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激光粒度仪
法定检验机构 第三方公正评价
国家林业局林化产品质量检验检测中心(南京)
该中心是国家林业局授权的法定检测机构，具有第三方公正地位，挂靠中国林业科学研究院林产化
学工业研究所。是国内唯一一家通过国家计量认证的林化产品专业检测机构。可对下列产品进行质量
监督和产品质量检验:
脂松香及再加工产品
松节油及再加工产品
栲胶原料、栲胶产品
活性炭产品
单宁酸原料、工业单宁酸、工业没食子酸、
络合剂等
纤维原料、纸浆和纸产品
其他归口的林化产品
欢迎来人来函联系产品分析和产品质量检验
联系电话:025－85482448 85482449 联系地址:南京市锁金五村 16 号 林化所内
传 真:025－85482448 联 系 人:谭卫红
